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1. Einleitung

1.1 Sertoli — Leydigzelltumoren

In Deutschland erhielten 2014 knapp 7250 Frauen die Erstdiagnose ,Eierstock-
krebs“. Damit zahlen die bosartigen Ovarialtumoren nach den Tumoren der
Brustdriise, des Darmes, der Lunge, der Gebarmutter, dem malignen Melanom
der Haut sowie den Tumoren der Bauchspeicheldriise und den Non-Hodgkin-
Lymphomen mit einem prozentualen Anteil von 3,2% zu den zehn haufigsten
Tumorneuerkrankungen der Frau [1]. Hinter dieser Tumorentitat verbirgt sich
eine Vielzahl unterschiedlicher Subtypen, welche sich, wie in Abbildung 1 ge-
zeigt, grob in drei Hauptkategorien einordnen lassen. Die grof3te Gruppe stellen
die epithelialen Ovarialtumoren dar, deren haufigster und wohl auch bekanntes-
ter Vertreter das high grade serdse Ovarialkarzinom ist. Bei der zweitgrofl3ten
Gruppe handelt es sich um ovarielle Keimzelltumoren, die sich aus pluripoten-
ten Keimzellvorstufen entwickeln. Hierzu gehdren beispielsweise die Der-
moidzyste und das Dysgerminom. Die dritte und mit einem Anteil von 8% auch
kleinste Untergruppe umfasst die Keimstrang — Stromatumoren, welche aus
den Granulosazellen oder den stromabildenden Zellen wie zum Beispiel Theka-
zellen oder Fibroblasten hervorgehen. Diese prasentieren sich in der Mehrzahl

der Félle als 6strogenproduzierende adulte Granulosazelltumoren [2].



[ Ovarialtumoren ]

epitheliale Ovarialtumoren Keimstrang — Stromatumoren Keimzelltumoren
72% 8% 20%
maligne potentiell maligne maligne
High Grade Seros adulter Granulosazelltumor Dysgerminom
Low Grade Seros Sertoli-Leydigzelltumor Dottersacktumor
Endometrioid Steroidzelltumor NOS nong;slat\onales
Chorionkarzinom
Klarzellig
Muzinds

Abbildung 1: Unterformen der Ovarialtumoren
(Quelle: in Anlehnung an Kurman, Ellenson et al. 2011 [3] und Peres, Cushing-Haugen et al. 2018 [4]

Die hier vorgelegte Dissertation beschaftigt sich mit den Sertoli — Leydigzelltu-
moren (SLCT), die zu der Gruppe der Keimstrang — Stromatumoren gehdren
und weniger als 0,5% aller Ovarialtumore ausmachen [5]. Gema&lR der Definition
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) handelt es sich dabei um Tumoren,
die aus Sertolizellen und Leydigzellen unterschiedlicher Differenzierung beste-
hen [6]. Diese beiden Zelltypen sind Bestandteil des méannlichen Hodengewe-
bes. Die Sertolizellen bilden das Epithel der Samenkanalchen und sind neben
der Ernahrung der Spermien fir die Produktion verschiedener Proteine wie In-
hibin und Anti — Muller — Hormon zusténdig [7]. Die Leydigzellen dagegen fin-
den sich im Hodenstroma wieder und bilden Androgene, welche unter anderem
fur die Spermatogenese und die Entwicklung sekundéarer Geschlechtsmerkmale
bendtigt werden [7]. Es wird vermutet, dass diese beiden primar nicht bei der
Frau vorkommenden Zelltypen sich tber verschiedene, bislang noch nicht gut
erforschte Pathomechanismen aus den ovariellen Granulosa — und Thekazellen
entwickeln [8]. Betroffen von dieser seltenen Tumorentitat sind vor allem junge
Patientinnen, welche im Durchschnitt 25 Jahre alt sind [5]. Laut einer Studie von
Gui et al. mit 40 weiblichen Probanden, die an einem SLCT litten, sind 62,5%
der Patientinnen unter 30 Jahre alt, wahrend knapp 28% sich bereits in der
Postmenopause befinden [9].



Die Tumore sind in der Regel auf ein Ovar begrenzt. 70% der Tumore werden
im FIGO Stadium I A entdeckt, bei 30% war der Tumor bei Diagnosestellung
bereits rupturiert (FIGO Stadium I C) [9]. Histologisch lassen sich die SLCT in
gut, intermediér und gering differenzierte Tumoren einteilen. Wahrend Roth et
al. in seiner Analyse aus dem Jahre 1981 von 34 SLCTs 8 (24%) als gut, 15
Falle (44%) als intermediar und 11 (32%) als gering differenziert klassifizierte
[10], findet sich in einer Auswertung von Gui et al. 2012 folgende Aufteilung:
10% gut, 35% intermediar und 50% gering differenziert. Weitere 5% blieben
undefiniert [9]. Gut differenzierte SLCT sind als benigne einzustufen, wahrend
bei schlechterer Differenzierung durchaus ein malignes Potenzial vorliegen
kann [6]. Die SLCT Grad | zeichnen sich durch tubulare Strukturen, welche dem
Gewebe des Hodens &hneln, aus. Diese bestehen aus Tubuli mit zum Teil ste-
roidsekretierenden Epithelzellen, eingebettet in ein Stroma aus fibrésem Binde-
gewebe [11]. Kernatypien und Mitosefiguren sind selten. Auffallig ist, dass die
gut differenzierten Tumoren im Durchschnitt eine Dekade spater auftreten [5],
wahrend mit fortschreitender Entdifferenzierung das Erkrankungsalter der Pati-
entinnen sinkt [10]. Tumore mit geringer Differenzierung sind schwieriger abzu-
grenzen, die Ubergange zwischen intermediar und gering differenzierten SLCT
sind flieRBend. Im erstgenannten Fall zeigen sich mikroskopisch unreife Sertoli-
zellen mit kleinen und bizarr geformten Kernen. In gering differenzierten Tumo-
ren findet sich eine noch starker ausgepragte Unreife der Zellen. Bei diesen
beiden Differenzierungsgraden kann es zudem zur Ausbildung histologischer
Sonderformen kommen. In 5% der Tumoren treten heterologe Elemente auf [9],
die sowohl neuroendokriner als auch mesenchymaler oder epithelialer Natur
sein konnen [11]. In 7,5% kommen zudem retiforme Komponenten bei diesen
Differenzierungsgraden vor [9]. Namensgebend fir diese histologische Struktur
ist die Ahnlichkeit zu dem Rete testis im Hoden.

Die Tatsache, dass die SLCT histologisch in einem gewissen Grad dem Hoden
entsprechen, spiegelt sich auch in der klinischen Prasentation der Tumoren wi-
der, sodass flr die Patientinnen der mit der Erkrankung verbundene Leidens-
druck oft besonders hoch ist. In 30 bis 60% fallen die SLCT durch ihre paraen-

dokrine Androgenproduktion auf [9, 12]. So kann es laborchemisch zur Erho-



hung der Testosteron — und Androstendionwerte im Blut kommen. In einigen
Fallen wurden auch erh6hte AFP — Werte festgestellt, die in ihrem Ausmalf al-

lerdings selten dieselbe Hohe wie bei Dottersacktumoren erreichen [5].

Die klinische Beschwerdesymptomatik der Patientinnen ist sehr variabel. Knapp
zwei Drittel der Patientinnen stellen sich mit Zeichen der Virilisierung vor [9].
Dazu zahlen Oligomenorrhoe bis Amenorrhoe sowie Verlust sekundarer Ge-
schlechtsmerkmale wie zum Beispiel Abnahme des Brustvolumens, Akne,
Hirsutismus, Haarverlust, Entwicklung einer tieferen Stimme und Klitoromegalie.
In einigen Fallen kann es zu einer Erythrozytose durch die Androgensekretion
des Tumors kommen [5]. Die Patientinnen mit diesen Symptomen sind im
Durchschnitt 25 Jahre alt [9]. Die Virilisierung ist seltener in Tumoren zu finden,
welche histologische Zusatzmerkmale wie heterologe oder retiforme Elemente
aufweisen [5], aber ist meist Kennzeichen von SLCT intermediarer oder gerin-
ger Differenzierung [10]. Weitere 15% der Patientinnen stellen sich mit einem
klinischen Hyperdstrogenismus vor, der sich meist in Menstruationsabnormalita-
ten &ulBert. Charakteristischerweise sind diese Patientinnen im Durchschnitt
alter (60 Jahre) [9] und die Tumore eher gut differenziert [5]. Knapp 22,5% zei-
gen allerdings keine endokrinen Manifestationen, sondern klagen tber Zunah-
me des Abdomenumfangs und abdominelle Schmerzen [9]. Bei diesen Patien-
tinnen liegt der Altersdurchschnitt bei 33 Jahren. Aufféllig ist, dass deren Tumo-
re meist einen groReren Durchmesser (>10cm) haben, eher gering differenziert

sind und o6fter rupturieren [9].

Aufgrund der recht spezifischen und oft belastenden Symptomatik kommt es in
der Regel zu einer zeitnahen Diagnostik und damit einhergehend zu einer fri-
hen Einleitung der Therapie. Fir eine leitliniengerechte Behandlung sollte bei
einem SLCT eine Tumorentfernung durch eine Salpingo - Oophorektomie an-
gestrebt werden. Das weitere Vorgehen orientiert sich am Alter der Betroffenen.
Bei jungen pramenopausalen Patientinnen sollte die unilaterale Salpingo — Oo-
phorektomie im Sinne eines Fertilitatserhalts durchgefuhrt werden. Dagegen
wird bei postmenopausalen Patientinnen sowie bei SLCT mit malignem Poten-

zial die operative Therapie durch eine Hysterektomie und einer bilateralen Sal-



pingo - Oophorektomie erganzt. Bei geringeren Differenzierungsgraden wird
gegebenenfalls noch eine adjuvante Chemotherapie durchgefiihrt. Der Nutzen

dieser wird aber aktuell noch kontrovers diskutiert [13].

Allgemein lasst sich feststellen, dass SLCT eine giinstige Prognose aufweisen.
Bei Gui et al kam es in 2 von 40 Fallen zu einem Rezidiv, welches erfolgreich
therapiert werden konnte, sodass zum Zeitpunkt des Follow — up alle Frauen
tumorfrei waren. Keine Patientin ist in dieser Studie an ihrem Tumor verstorben
[9]. Eine retiforme Komponente scheint allerdings prognostisch unguinstiger zu
sein, denn bei einer Analyse von Talerman wurde festgestellt, dass von neun

Patienten mit retiformen SLCT drei an diesem verstarben [14].

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass diese Tumorentitat gut therapiert
werden kann und eine flur die Patientin in der Regel gute Prognose aufweist.
Trotzdem stellen die SLCT im klinischen Alltag eine besondere Herausforde-
rung dar. Einerseits handelt es sich um sehr seltene Vertreter der Ovarialtumo-
ren, die unter anderem wegen ihrer geringen Haufigkeit oft schwierig zu diag-
nostizieren sind. Hinzu kommt, dass bislang keine spezifischen Marker bekannt
sind, die zur Diagnostik genutzt werden kdnnen wie beispielsweise FoxI2 bei
den adulten Granulosazelltumoren [15]. Die Diagnostik erfolgt bislang vor allem
Uber die Zuordnung zu den Keimstrang — Stromatumoren Uber die Immunhisto-
chemie, da diese im Gegensatz zu epithelialen Ovarialtumoren keine Expressi-
on von EMA zeigen, aber dagegen positiv fur Inhibin und Calretinin sind [16].
Zum besseren Verstandnis und einer einfacheren Diagnosestellung ware es
hilfreich, spezifische Mutationen der SLCT zu identifizieren. Als mdglicher Aus-
gangspunkt fir weitere Forschung scheint das gehaufte Auftreten von SLCT im
Zuge des Dicerl — Tumorsyndroms in Frage zu kommen. Eine Dicerl — Mutati-
on wurde erstmals 2009 bei dem familiaren pleuropulmonalen Blastom be-
schrieben [17] und konnte im Verlauf bei weiteren seltenen padiatrischen Tumo-
ren festgestellt werden, wie zum Beispiel beim zystischen Nephrom [18], bei
multinoduléaren Strumen [19] und eben auch bei SLCT [20]. In den betroffenen

Familien wird die Mutation autosomal — dominant weitergegeben und die Be-



troffenen haben ein erhéhtes Risiko fir eine Vielzahl an Tumoren, die bereits im
Kindes- und jungen Erwachsenenalter auftreten konnen [21].

1.2 Dicerl — Mutationen bei SLCT

Lange Zeit war keine spezifische Mutation fur die SLCT bekannt, erst im Zuge
der Erforschung des oben erwahnten Dicerl — assoziierten Tumorsyndroms
wurde die Korrelation von Dicerl — Mutationen und SLCT festgestellt [20].
Dicerl ist ein Enzym der Ribonuklease Il — Familie [22]. Es besteht aus mehre-
ren Domanen, unter anderem einer Helicase [23], der Protein — Domane PAZ
zur Bindung des 2nt — Uberhangs der Ribonukleinsaure [24] und zwei RNase I
Nuklease Domanen [23]: einer RNase llla zur Prozessierung des 3p — Armes
der RNA und einer RNase lllb zur Prozessierung des 5p — Armes der RNA
[25]. Dicerl spielt eine wichtige Rolle bei der RNA — Bildung, unter anderem bei
der Reifung der microRNA. Wie in Abbildung 2 gezeigt schneidet Dicerl aus
der pre — miRNA einen miRNA/mMiRNA* — Duplex durch Abtrennen der termina-
len Basenpaare sowie der Schleifenstruktur. Dieser Duplex wird durch die Heli-
case aufgetrennt, sodass zwei unterschiedliche miRNA —Strange als Endpro-

dukt des Reifungsprozesses entstehen [26].

( pre-miRNA " Ran-GTP/Exportin5 \

=0 '

Drosha :
l Dicer1

_ i pri-miRNA ; miRNA/mIRNA*-Duplex
/ :-;// / Helicase
\ 2 Gen [ /J\
N s o—

7

K RISC Degradatioy

Abbildung 2: Bildung der miRNA
(Quelle: eigene Darstellung)




Der miRNA — Strang mit dem instabileren 5° — Ende wird in den RNA — induced
silencing complex (RISC) aufgenommen, der andere Strang wird meist abge-
baut [26]. Dieser Komplex wirkt Gber verschiedene posttranslationale Mecha-
nismen hemmend auf die Genexpression in Abhangigkeit von der Komplemen-
taritdt der messengerRNA zur miRNA. Findet sich eine ausgepragte Komple-
mentaritdt der mRNA zur miRNA, so wird das Schneiden der mRNA durch
RISC eingeleitet. Ist die mMRNA nur auf einem kurzen Abschnitt komplementér
zur miRNA, so wird die mRNA im RISC gebunden und die Translation dieser

MRNA kann nicht erfolgen.

2012 fanden dann Heravi — Moussavi et al. in SLCT heterozygote Hotspot —
Mutationen (E1705, D1709, E1788, D1810, E1813) in der RNase Illb — Doméne
von Dicerl [27]. Es konnte gezeigt werden, dass durch die folgende Verande-
rung der Metallbindung im katalytischen Zentrum der RNase Il im Vergleich zu
nicht — mutierten SLCT weniger 5p miRNA gebildet wurde [28]. Daraus ergibt
sich bei SLCT mit Dicerl — Hotspotmutation eine andere mRNA — Expression in
den Tumorzellen und folglich ein anderes Zellverhalten [29]. In den Tumorzellen
findet eine erhdhte Expression von Genen statt, die fur die Regulation von Zell-
Uberleben, Proliferation und Entwicklung eine Rolle spielen. Des Weiteren wird
der Transkriptionsfaktor SOX9 vermehrt exprimiert. SOX9 ist maf3geblich ver-
antwortlich fur die Entwicklung des Hodens beim Mann und damit bei der Be-
stimmung des Geschlechtes. Auf der anderen Seite wird das Enzym CYP19A1,

das als Aromatase fiir die Ostrogenproduktion wichtig ist, geringer exprimiert.

1.3 FoxI2 — Mutationen bei SLCT

So wie die Dicerl — Mutation ein Kennzeichen der SLCT zu sein scheint, so gilt
die somatische FoxI2 — Mutation bislang als spezifisch fir adulte Granu-
losazelltumore, den haufigsten Vertretern der Keimstrang — Stromatumoren [29,
30, 30]. Nur in vereinzelten Fallen wurde diese Mutation auch bei SLCT doku-

mentiert [31].



FoxI2 ist ein Mitglied der Familie der forkhead/winged helix Transkriptionsfakto-
ren [32], das im fetalen Augenlid aber auch in ovariellen Follikel- und Stroma-
zellen exprimiert wird und als frihester Marker der Ovardifferenzierung bei
Saugetieren gilt [33]. FoxI2 Ubt eine Vielzahl an Funktionen in der Zelle aus.
Durch die Bindung mit Proteinen wie Smads und Aktivatorprotein AP — 1 an die
GnRH receptor activating sequence (GRAS) wird die Transkription des GnRH —
Rezeptors aktiviert und somit die Freisetzung der Gonadotropine LH und FSH
gefordert [34]. AulRerdem hemmt Foxl2 den StAR — Promoter, sodass der
Transport von Cholesterol zur inneren Mitochondrienmembran und somit die
Steroidogenese gehemmt wird [35]. Zudem hemmt FoxI2 die Proliferation [36]
und spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung der Granulosazellen [37].
Es aktiviert die Transkription von CYP19A1, welche Testosteron in Estradiol
umwandelt [38], und hemmt gleichzeitig tber TESCO die Expression von SOX9
[39], sodass davon auszugehen ist, dass FoxI2 eine grofRe Bedeutung fir den
Erhalt des ovariellen Phanotyps hat. Eine weitere Funktion ist die Regulation
der Zellproliferation. So findet beispielsweise durch die Uberexpression von

Foxl2 eine Hochregulation von Apoptoserepressoren statt [40].

Die Foxl2 — C134W(402C—>G) — Mutation ist eine somatische Mutation, bei der
im Foxl2 — Gen sich an der Position 402 statt einem Cytosin ein Guanin befin-
det und somit im Protein an der Position 134 die Aminoséure Cystein (C) durch
Tryptophan (W) ersetzt wird [30]. Bei Tumoren mit dieser Mutation findet sich
neben einer reduzierten proapoptotischen Aktivitat [41] auch eine geringere Ex-
pression des Tumorsuppressorgens CDKN2A [38]. Gleichzeitig wird im Ver-
gleich zu Foxl2 — Wildtyp — Zellen der Promoter der Aromatase CYP19A1 star-
ker aktiviert [42]. Abbildung 3 stellt die Auswirkungen der Mutation nochmal zu-

sammenfassend dar.
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Abbildung 3: Funktionen von Foxl2 — WT im Vergleich zu FoxI2 mit C134W — Mutation (rot)
(Quelle: eigene Darstellung in Anlehnung an Leung et. al. 2016, S.52 [43])

1.4 Fragestellung

Bei den Sertoli — Leydigzelltumoren handelt es sich um eine seltene Tumorenti-

tat, die trotz ihrer relativ guten Prognose aufgrund ihrer Klinik fur die Patientin-

nen haufig einen immensen Leidensdruck bedeutet. Die grol3e Heterogenitat

der SLCT stellt oft eine diagnostische Herausforderung dar und aktuell sind

noch viele Fragen ungeklart. Dennoch sind in den letzten Jahren einige neue

Entdeckungen — vor allem in Bezug auf spezifische Mutationen — gemacht wor-

den. Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob mithilfe der oben genannten

Erkenntnisse eine genauere Klassifikation moglich ist, um so der vielfaltigen

Prasentation dieser Tumorentitat besser gerecht zu werden.



2. Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Bei der im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Untersuchung handelt
es sich um eine multizentrische Studie. Nach Beratung durch die Ethikkommis-
sion der Universitat Heidelberg vom 13.10.2016 (S — 159/2016) wurde ein posi-
tives Votum erteilt. Patientinnen, bei denen die Erstdiagnose SLCT im Zeitraum
von 1995 bis 2016 am SYNLAB MVZ Pathologie in Mannheim, am Vancouver
General Hospital oder an der Universitatsfrauenklinik Tabingen gestellt wurde,
wurden in das Studienkollektiv eingeschlossen. Weitere Einschlusskriterien wa-
ren das Vorliegen von in Paraffin eingebetteten Tumorblocken (FFPE) fur die
molekulargenetischen Untersuchungen sowie die Bestéatigung der Diagnose in
einer unabhangigen spezialisierten histologischen Zweitbegutachtung durch

zwei anerkannte Gynéakopathologen (F. Kommoss, B. Gilks).

Im Zuge dieser Zweitbegutachtung wurden ebenfalls das Grading, das Auftre-
ten heterologer oder retiformer Elemente sowie weitere histologische Auffallig-
keiten festgelegt. Bei den als SLCT bestatigten Tumoren wurden im Anschluss
eine Foxl2 — C134W — Mutationstestung sowie zwei unterschiedliche Sequen-
zierungen zur Detektion von Dicerl — Mutationen durchgefuhrt. Komplettierend
wurden retrospektiv die klinischen Daten der Falle aufgearbeitet und das Follow

— up erfasst.

2.2 Material
Eine genaue Auflistung der fir die Mutationsanalysen verwendeten Materialien

findet sich im Anhang.
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2.3 Methoden

2.3.1 DNA/RNA - Extraktion

Es standen zu Beginn in Paraffin eingebettete Tumorblocke (FFPE) zur Verfi-
gung, bei denen die Rander des Tumors nach mikroskopischer Sichtung rot
markiert wurden. Aus diesen Arealen wurden im Anschluss Stanzproben ent-
nommen, welche fir die Extraktion der RNA als Ausgangsprodukt verwendet
wurden. Die RNA — Extraktion wurde mithilfe des miRNeasy FFPE Kit (QI-
AGEN) vorgenommen. Die Stanzproben wurden mit einer Mikropistille gemor-
sert, mit 1ml Xylene versetzt und drei Minuten im 50°C warmen Wasserbad in-
kubiert, um das Paraffin aus den Proben zu entfernen. Im Anschluss wurden die
Proben zwei Minuten bei maximaler Geschwindigkeit (13200/min) zentrifugiert
und der Uberstand abpipettiert. Im nachsten Schritt wurde den Proben 1ml
Ethanol (100%) hinzugegeben, woraufhin diese zwei Minuten bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert wurden. Dadurch wird das restliche Xylene ent-
fernt. Danach erfolgte wiederum die Entfernung des Uberstandes. Dieser Vor-
gang wurde noch einmal wiederholt. Zum Trocknen der Proben wurden diese
zehn Minuten mit ge6ffnetem Deckel ohne Temperatureinstellung vakuumzent-
rifugiert. Um die Lyse der Proben einzuleiten, wurden erst 150ul Puffer PKD
und dann Proteinase K zu den Proben pipettiert und anschlieend eine War-
meinkubation bestehend aus 45 Minuten im 56° Heizblock und 15 Minuten im
90° Heizblock durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte eine dreiminitige Inkubation
auf Eis, um die Reaktion zu beenden. Nach einer fiinfzehnminitigen Zentrifuga-
tion bei maximaler Geschwindigkeit wurde der Uberstand in ein 2ml Mikrozentri-
fugierrohrchen Uberfuhrt und das Ubrig gebliebene Pellet, welches fir die DNA
— Extraktion bendtigt wird, im Kuhlschrank aufbewahrt. Um die RNA — Extrakti-
on abzuschliel3en wurde die RNA — Probe weiter gereinigt analog zu dem Pro-
tokoll aus dem ,RNeasy FFPE Handbuch®“ [44]. Die dazu nétigen Schritte sind
in Abbildung 4 ersichtlich.
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Abbildung 4: Ablauf der DNA — und RNA - Extraktion
(Quelle: eigene Darstellung in Anlehnung an RNeasy FFPE Handbook S.9 und DNA FFPE Tissue Handbook S.7)

Das bei der RNA — Extraktion entstandene Pellet wurde mithilfe des QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN) weiter aufbereitet. Zuerst wurden zu den Pro-
ben jeweils 180ul Puffer ATL und 20ul Proteinase K pipettiert. Nach einer Inku-

bation Uber Nacht bei 56°C im Heizblock wurden die Proben, sobald sie voll-
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standig lysiert waren, eine Stunde im 90° Heizblock inkubiert und anschliel3end
kurz zentrifugiert. Nach einer kurzen Abkuhlphase wurde pro Probe je 2ul RNa-
se A zugegeben und diese zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die
DNA zu binden, wurde zu jeder Probe 200ul Puffer AL und 200ul 100%iges
Ethanol hinzugegeben. Die Lysate wurde nach einer kurzen Zentrifugation in
die QlAamp MinElute R6hrchen tberfuhrt und eine Minute bei 8000 Umdrehun-
gen pro Minute zentrifugiert. Der Filter wurde anschlieRend in ein neues 2ml
Sammelréhrchen gesetzt, wahrend der Durchfluss entsorgt wurde. Dann wurde
den Proben jeweils 500ul Puffer AW1 zugegeben und diese fur eine Minute bei
8000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde der
Filter erneut in ein 2ml Sammelréhrchen gesetzt und der Waschvorgang mit
dem Puffer AW2 wiederholt. Dann wurde der Filter fur drei Minuten bei maxima-
ler Geschwindigkeit zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. Nach dem Ein-
setzen des Filters in ein neues 2ml Sammelrohrchen wurde 20ul Puffer ATE in
das Zentrum der Membran pipettiert, die Réhrchen sechs Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert und eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit zentrifu-
giert. Der Durchfluss wurde anschlieRend in ein etikettiertes 1,5ml Mikrozentri-
fugierréhrchen uberfihrt [45].

Um die Quantitat der Proben zu Uberprifen, erfolgte nach abgeschlossener Ex-
traktion eine Konzentrationsmessung mit dem Qubit® ds DNA BR Assay Kit
(Invitrogen™). Dazu wurde ein Mastermix aus dem Qubit® dsDNA BR Buffer
und Qubit® dsDNA BR Reagenz wie in Abbildung 5 gezeigt hergestellt. An-
schlieBend wurden je 199ul des Mastermixes und 1pl der DNA — Probe und
190ul des Mastermixes und 10pul des Standards 1 beziehungsweise des Stan-
dards 2 in einen Qubit Assay Réhrchen pipettiert. Die Rohrchen wurden dann
zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und mit dem Qubit 2.0 Fluorometer

gemessen [46].
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Abbildung 5: Herstellung der Qubit — Proben
(Quelle: eigene Darstellung)

2.3.2 FoxI2 - Testung

Fur die FoxI2 — Mutationsanalyse wurde ein Allelic Discrimination Assay mit
dem 7900 HT Fast Real Time Polymerase Chain Reaction (PCR) System an-
gewendet. Mit dieser Methode ist es mdglich, zwei verschiedene Varianten ei-
ner bestimmten DNA — Sequenz zu detektieren. Dazu werden zwei fluores-
zenzmarkierte Marker verwendet, die jeweils entweder komplementar zur Wild-
typ — Sequenz (Allel 1) oder zur Sequenz der beschriebenen C134W — Mutation
(Allel 2) sind. Nach erfolgter Anlagerung passender Sequenzen, die in Abbil-
dung 6 bildlich dargestellt ist, verknupft die Polymerase diese unter Abspaltung
des Farbstoffes, der daraufhin zu fluoreszieren beginnt. Je nach Art der Fluo-
reszenz kann somit eine Klassifikation in homozygot (nur Allel 1 oder 2) und

heterozygot (Allel 1 und 2) erfolgen.

14



DNA - Probe L Primer (vorwarts)
IEEEEEENEEEEEEEEEEN
TT® Primer (riickwirts)
l ‘LLI'I\ Allel 1
51
Denaturierung ,
3 9 Allel 2
l . Aktivierter Farbstoff 1
51
FLLI I I I I I I I N\, . Aktivierter Farbstoff 2
Anlagerung Polymerase
3 TTTT 1L LITT
5
ANINEENNERAEERE
Extension . .

Abbildung 6: Ablauf der Realtime PCR
(Quelle: eigene Darstellung)

Als Erstes wurden die DNA — Proben von der davor durchgefihrten Extraktion
auf die fur die Testung bendtigte Konzentration von 20ng/pl verdinnt. Ein Min-
destgesamtvolumen von 10ul wurde fur diese Analyse benétigt. Fir die PCR —
Reaktion wurden folgende Primer verwendet: 5'~GCGCAAGGGCAACTACTG-
3 (vorwarts) und 5~-CGGTAGTTGCCCTTCTCGAA-3‘ (rickwarts). Als Marker
dienten die Wildtypsequenz 5—-FAM dye—CATGTCTTCCCAGGCCG-NFQ und
die Mutationssequenz 5-VIC dye—CATGTCTTCGCAGGCCG-NFQ. Die Nega-
tivkontrolle war destilliertes Wasser und die Positivkontrolle die DNA eines
Foxl2 — mutierten adulten Granulosazelltumors. In die PCR — Platte wurde pro
Vertiefung ein Reaktionsvolumen von 5l folgender Zusammensetzung pipet-
tiert: 2,5ul TagMan Genotyping Mastermix, 0,125ul Foxl2 TagMan Assay Mix,
1,375pl destilliertes Wasser und 1ul der DNA — Probe bzw. der Positiv — oder
Negativkontrolle. Die Reaktion erfolgte in der PCR — Maschine QuantStudio 6
Flex bestehend aus einem Pre — Read — Run zur Feststellung der Grundfluo-

reszenz, der eigentlichen Amplifikation und einem Post — Read — Run, bei dem
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die Hintergrundfluoreszenz subtrahiert wird. Die Amplifikation bestand aus fol-
gendem Ablauf: 10min Aktivierung der Taq — Polymerase bei 95°C und 40 PCR
— Zyklen (15s Denaturierung bei 95°C und 1min Anlagerung/Polymerisierung

bei 60°C). Die Auswertung erfolgte wie in Abbildung 7 gezeigt grafisch.

3,5 +
B Negativkontrolle
3 £
55 < * Homozygot Allel 1
' @® HomozygotAllel 2
(o] 2 L
o Y Heterozygot
<15 —
1 £
0,5 +
|
0 i i |
0 1 2 3

Allel 1

Abbildung 7: Auswertung des Allelic discrimination assays
(Quelle: in Anlehnung an Applied Biosystems Realtime PCR Getting Started Guide, S.64 [47])

Lag fur die Probe sowohl ein mutiertes als auch ein Wildtyp — Allel vor, so fand
sich das Ergebnis in der rechten oberen Ecke des Diagramms wieder.

2.3.3 Dicerl - Sequenzierung nach Sanger

Zur Vorbereitung der Proben fur die Genanalyse wurde als Erstes eine 50ng/ul
— Verdunnung der DNA — Proben hergestellt. Im zweiten Schritt erfolgte die
Vervielfaltigung der RNase lllb — Region mit M13 markierten Primer — Sets
durch eine PCR sowie anschliel3end eine Erfolgskontrolle durch eine Gelelekt-
rophorese. Nach erfolgreicher Vervielfaltigung aller Proben wurde jede Probe
mit 4ul Exosap versetzt, um Uberschissige Primer und Nukleotide zu entfernen.
Anschlie3end erfolgte die Quantitatskontrolle in Form einer Konzentrationsmes-

sung mit dem Qubit — Fluorometer. Dann wurden die Proben, falls erforderlich,

16



auf eine Zielkonzentration von 3ng/pl bei einem minimalen Zielvolumen von

10pul verdiinnt und in die Vertiefungen der Sequenzierungsplatte gegeben.

Die Sequenzierung erfolgte extern durch Source BioScience mit dem ABI
BigDYe terminator v3.1 cycle sequencing kit. Bei der Sequenzierung nach San-
ger werden neben den Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) auch Dides-
oxyribonukleotidtriphosphate (ddNTP) verwendet, die zu einem vorzeitigen Ab-
bruch der Polymerisation fuhren, da diese die Bindung weiterer dNTPs verhin-
dern. Aus diesem Grund entstehen bei der Sequenzierung DNA — Sequenzen
unterschiedlicher Lange, welche in Abbildung 8 anhand einer Beispielsequenz

exemplarisch dargestellt worden sind.

Pri
5¢ romer 3

35 5

DNA - Probe

/ Polymerase + dNTPs

+ ddGTPs + ddATPs + ddCTPs + ddTTPs
5= AG S A 5 AGTGC 5— AGT
5'— AGTG 5~— AGTGCA 5%—— AGTGCAC 5= AGTGCACT

-
+

Elektrophoreserichtung
gunjyoLzusnbag

Abbildung 8: Prinzip der Sequenzierung nach Sanger
(Quelle: eigene Darstellung)
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Die Auswertung erfolgte in diesem Fall mit dem ABI Prism 3130x Genetic Ana-
lyzer. Nach der Sequenzierung wurde eine kapillare Elektrophorese durchge-
fuhrt, bei der sich kurz vor der positiven Elektrode ein Laser befindet. Durch
diesen wurden die verschiedenen Fluoreszenzspektren der markierten ddNTPs

ausgeldst und im Anschluss detektiert.

Abbildung 9: Auswertung der Sanger — Sequenzierung bei Vorliegen des Wildtyps (a) oder einer Mutation (b)
(Quelle: eigene Darstellung)

Abbildung 9 a) zeigt die Auswertung der in Abbildung 8 bereits beschriebenen
Sequenz. Bei Vorliegen einer Mutation wirde es wie in Abbildung 9 b) gezeigt

zur einen zweiten Fluoreszenzwelle kommen.

2.3.4 Dicerl - MiSeq Sequenzierung

Zur Validierung der Ergebnisse der Sanger — Sequenzierung wurde zusatzlich
eine Next Generation Sequenzierung durchgefuhrt. Hier wurde das MiSeq Sys-
tem von lllumina verwendet. Die Hotspotregionen der RNase Illb — Region von
Dicer wurden via PCR vervielfaltigt. AnschlieRend wurden die Proben gepoolt,
verdinnt und mit einem Barcode versehen. Insgesamt wurden auf diese Weise

zwei Bibliotheken erstellt, um dann zusammengemischt, mit Agencourt AMPure
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XP gereinigt und auf 8pM verdinnt zu werden. Danach wurde das lllumina Mi-
Seq Reagent Kit V2 (300 — cycle) beladen.

Bei der MiSeq Sequenzierung wird initial eine Bruckenvervielféaltigung durchge-
fuhrt, die eine parallele und damit schnellere Vervielfaltigung ermdglicht. An-
schlieBend findet durch die Zugabe von vier verschiedenen Nukleotiden die Po-
lymerisation statt. Die Uberschiissigen Nukleotide werden daraufhin herausge-
waschen und die Fluoreszenzen detektiert. Final werden die Fluoreszenzmar-
ker sowie die terminalen Gruppen abgeschnitten und durch erneutes Waschen

entfernt. Diese Schritte werden wiederholt, bis die Sequenzierung beendet ist.

2.3.5 Erhebung klinischer Daten

Es erfolgte die retrospektive Aktenrecherche der klinischen Daten anhand eines
Fragenkataloges. Mit diesem wurden, wie im Anhang dieser Dissertation er-
sichtlich, unter anderem Informationen tber den Krankheitsverlauf, die Symp-
tome und Therapie bei der Erstdiagnose sowie das Auftreten eines Rezidivs

erhoben.

2.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit dem Programm SPSS IBM 24 sowie JMP 13
und unter Verwendung des Chi — Quadrat — Tests durchgefuhrt. Die Diagram-
me wurden mit JMP 13 und Excel erstellt, wahrend die restlichen Abbildungen
und Tabellen mithilfe von PowerPoint beziehungsweise Excel angefertigt wur-

den.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeine Beschreibung der Kohorte

Nach einer ersten Recherche wurden initial 58 Falle mit der Originaldiagnose
,Sertoli — Leydigzelltumoren® in die Studie aufgenommen, welche durch die drei
folgenden Zentren bereitgestellt wurden. 45 Falle (2005 — 2015) wurden durch
die Konsiltatigkeit von Prof. Dr. med. Kommoss (SYNLAB MVZ Pathologie
Mannheim) zur Verfigung gestellt. Zehn weitere Félle stammten aus dem Van-
couver General Hospital (1995 — 2016). Drei Falle wurden in der Universitats-
frauenklinik Tubingen (2001 — 2016) identifiziert. In allen Fallen erfolgte als Ers-
tes eine spezialisierte Zweitbegutachtung durch zwei erfahrene Gynakopatho-
logen. Wie in Abbildung 10 gezeigt stimmten diese in 45 Fallen der Originaldi-
agnose zu, sodass nach der Zweitbegutachtung 13 Félle ausgeschlossen wur-
den. In vier Fallen lautete die korrigierte Diagnose Gynandroblastom, in einem
weiteren Fall Sertolizelltumor. Des Weiteren handelte es sich bei zwei Fallen
um Metastasen, bei denen die Originalschnitte des Primartumors nicht zur Ver-
fugung standen. Funf Falle wurden als nicht genauer klassifizierbare Keim-
strang — Stromatumoren beurteilt und ein Fall erhielt die Diagnose ,nicht ge-
nauer spezifizierbare maligne ovarielle Neoplasie“. Die verbliebenen 45 Falle
konnten als reine SLCT eingestuft werden und wurden in die weiteren Analysen
eingeschlossen. Davon stammten noch 33 Falle aus dem MVZ Mannheim,
neun Falle aus dem Vancouver General Hospital und die restlichen drei aus der
Universitatsfrauenklinik Tubingen.
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Abbildung 10: Auswirkung der spezialisierten Zweitbegutachtung auf die Diagnose SLCT

(Quelle: eigene Darstellung)

Die Patientinnen waren im Median 48 Jahre alt (15 — 90 Jahre). Aus der Abbil-

dung 11 erschlief3t sich, dass 14 Patientinnen (31%) jinger als 30 Jahre waren.

Davon lag das Alter bei acht Frauen unter 20 Jahren. 49% der Patientinnen wa-

ren Uber 50 Jahre alt und befanden sich somit bereits in der Postmenopause.

Von diesen stammten 17 von 22 Fallen aus dem MVZ Mannheim, 2 aus der

Frauenklinik Tibingen und 3 aus der Klinik in Vancouver.
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Abbildung 11: Altersverteilung
(Daten veroffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

Histologisch wurden, wie Abbildung 12 zeigt, die Tumoren durch die Pathologen
in 5 (11,1%) gut, 34 (75,6%) intermediar und 6 (13,3%) gering differenzierte
SLCT eingeteilt.
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Abbildung 12: Verteilung der Differenzierungsgrade
(Daten veréffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])
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Die gut differenzierten SLCT traten im Alter von 23 bis 69 Jahren ohne beson-
dere Haufung mit einem Median von 44 Jahren auf. Bei den intermediar diffe-
renzierten Tumoren zeigte sich eine Alterspanne von 15 bis 90 Jahren. Knapp
ein Drittel dieser Patientinnen (12/34) war unter 30 Jahren bei einem Median
von 43,5 Jahren, ein weiteres Drittel (15/34) befand sich bereits in der Post-
menopause. Dagegen traten die gering differenzierten Tumoren (5/6), wie man
in Abbildung 13 sehen kann, gehauft in der Postmenopause auf (p = 0,254).
Nur in einem der Félle handelte es sich um eine 15 — jahrige Patientin. Das me-

diane Alter der Patientinnen mit einem SLCT Grad 3 lag somit bei 61 Jahren.

100
14 Jahre 125 Jahre &l Jahire

90

20

70 _—
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Alter

20

10 G1 G2 G3

Differenzierungsgrad

Abbildung 13: Altersverteilung nach Differenzierungsgrad mit Angabe des Medians (Quelle: eigene Darstellung)

Die eingangs erwéhnten histologischen Zusatzmerkmale wurden in insgesamt
10 Fallen beschrieben. In 8/45 Fallen (17,8%) fanden sich im Tumor heterologe
Elemente. Dabei handelte es sich soweit bekannt um epitheliale heterologe

Strukturen, zum Teil waren fokal Becherzellen zu sehen. Diese Tumoren waren
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allesamt intermediar differenziert (p = 0,169). Die Patientinnen waren zwischen
10 und 49 Jahre alt, davon befanden sich drei Viertel der Frauen noch vor dem
30. Lebensjahr. Zwei weitere SLCT (4,4%) zeigten retiforme Strukturen. Auch
diese Félle waren alle von intermediarer Differenzierung (p = 1,00). Die Patien-

tinnen waren 48 und 57 Jahre alt.

In 31/45 Fallen konnten Daten zu praoperativ durchgefihrten spezifischen La-
boruntersuchungen in Form von Tumormarkern oder Androgenen im Blut erho-
ben werden. So zeigten sich bei 16/31 Fallen praoperativ auffallige Blutuntersu-
chungen: bei 14 Patientinnen fand sich eine Androgenerhéhung im Serum, wo-
bei bei vieren auch die Tumormarker erhoht waren. Im Blut von zwei weiteren
Betroffenen waren nur die Tumormarker erhdht. Die Erhebung dieser Zahlen ist
aus der Abbildung 14 ersichtlich und eine Liste aller Falle mit einem auffalligen

Laborergebnis ist in Tabelle 1 dargestellt.

Falle insgesamt
n=45

Informationen Gber ,spezifische keine Informationen
praoperative Labortests” n=14

i

Informationen vorhanden
n=31

Auffallige ,spezifische praoperative Keine Auffalligkeiten
Labortest” n=15

l

Auffalligkeiten vorhanden
n=16

Androgene T Tumormarker T

Abbildung 14: Praoperative laborchemische Auffilligkeiten(Quelle: eigene Darstellung)
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Tabelle 1: Fille mit einem auffdlligen Laborergebnis praoperativ (Daten veréffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

ID Alter | Grading Androgene Tumormarker Klinik bei Erstdiagnose
[Jahre] erhdht erhdht

1 15 G3 ja unbekannt androgene Symptome

9 69 G2 unbekannt ja keine

10 23 G1 ja unbekannt androgene Symptome

12 43 G2 ja unbekannt androgene Symptome

18 18 G2 ja ja androgene Symptome

20 | 1w | ez ja 2| abdommell Beschwerden

28 | 5L | G2 | unbekannt | abdominclle Besonwerden

24 34 G2 ja nein androgene Symptome

31 35 G2 ja nein androgene Symptome

36 17 G2 ja ja androgene Symptome

53 15 G2 ja unbekannt androgene Symptome

54 15 G2 ja unbekannt androgene Symptome

55 35 G1 ja unbekannt :Bg;??ne;;: glxlljrpupntggnn&

56 26 G2 ja unbekannt abnormale Blutungen

58 44 G1 ja unbekannt androgene Symptome

59 61 G2 ja ja androgene Symptome,

abdominelle Beschwerden

Von den 16 Patientinnen mit einem auffalligen praoperativen Labortest waren
drei postmenopausal, wahrend die restlichen 13 Frauen sich noch in der Meno-
pause befanden. Bei 92,9% der Frauen mit Androgenerhéhung im Serum wur-

de auch ein klinischer Hyperandrogenismus festgestellt (p < 0,001).

Informationen lber die Symptome waren, wie man in Abbildung 15 sieht, in
40/45 Fallen verfugbar. 29/40 Patientinnen klagten tber Symptome zum Zeit-
punkt der Diagnosestellung. Bei neun Erkrankten (22,5%) zeigten sich abnor-
male Blutungen, vor allem als postmenopausale Blutungen aber auch als Oli-
gomenorrhoe. In zwei Fallen traten zusétzlich noch Symptome androgener Art
wie Hirsutismus und Akne auf und zwei weitere Patientinnen klagten auRerdem
Uber abdominelle Beschwerden. Bei 18 Patientinnen (45%) wurden androgene

Symptome diagnostiziert, welche sich in Form von Klitoromegalie (n=4), Stimm-
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vertiefung (n=6), Hirsutismus (n=8), Akne (n=2), Amenorrhoe (n=10), Infertilitat
(n=2) aber auch Abnahme des Brustvolumens (n=1) und Libidoverlust (n=1)
manifestierten. Zwei dieser 18 Frauen litten zudem unter abdominellen Be-
schwerden. Im gesamten Kollektiv litten acht Patientinnen unter unspezifischen
abdominellen Beschwerden. Diese aul3erten sich in einer Zunahme des Abdo-
menumfangs und/oder Bauchschmerzen, aber bei einigen Betroffenen auch in

Form von Aszites, welcher sonografisch oder klinisch diagnostiziert wurde.
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=
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Abbildung 15: Auftreten von Symptomen in der Kohorte (Quelle: eigene Darstellung)
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In 43/45 Féllen konnten die behandelnden Kliniken Informationen Uber die The-
rapie der Patientin nach Diagnosestellung zur Verfigung stellen. Tabelle 2
zeigt, dass 16 Falle laparoskopisch behandelt wurden und in 18 Fallen wurde
eine Laparotomie durchgefuhrt. Eine zweitzeitige Operation zur Komplettierung

erfolgte in 9 Fallen, sechs davon nach initialer Laparoskopie.

Tabelle 2: Verteilung der Operationsverfahren (Quelle: eigene Darstellung)

Operationsverfahren n Altersmedian Zweitzeitige Operation (%)
(%) [Jahre]
Laparoskopie 16 (37) 33 6/16 (37,5)
Laparotomie 18 (42) 60,5 3/18 (16,7)
unbekannt 9 (21) 35
Gesamt 43 (100) 48 9/43 (20,9)

Hinsichtlich des Operationsausmalles lasst sich sagen, dass bei 19 Patientin-
nen eine unilaterale Salpingo — Oophorektomie erfolgte. Von diesen erhielten
zwei Patientinnen zusatzlich eine Hysterektomie. In Abbildung 16 ist die Alters-
verteilung dieser Patientinnen grafisch dargestellt: Von diesen 19 Patientinnen
waren 16 junger als 50 Jahre. Bei 20 weiteren Patientinnen wurde eine bilatera-
le Salpingo — Oophorektomie durchgeftihrt. Im Vergleich zu der Gruppe mit ei-
ner einseitigen Entfernung des Ovars sah man hier einen grof3eren Anteil an
alteren Patientinnen, so waren 17 von diesen 20 Frauen uber 50 Jahre alt. In
der Gruppe, die eine BSO erhielten, wurden 14 Patientinnen zusatzlich hyste-
rektomiert. So kann man ebenfalls in der Abbildung 16 sehen, dass eine Hyste-
rektomie vermehrt bei &lteren Frauen vorgenommen wurde. Die letzten 4 von
43 Fallen wurden in einem geringeren Umfang operiert. In drei Féllen erfolgte
lediglich eine Tumorentfernung unter Erhalt des Ovars. Die Patientinnen waren
35, 50 und 69 Jahre alt. Im vierten Fall ist nur die Durchfihrung einer Biopsie
bei der 21 — Jahrigen bekannt, da die weitere Behandlung der Patientin trotz

intensiver Bemihungen nicht in Erfahrung gebracht werden konnte.
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Abbildung 16: Wahl der operativen Therapie in Abhédngigkeit vom Alter (Quelle: eigene Darstellung)

Eine adjuvante Therapie erfolgte in vier Fallen: Drei Patientinnen wurden mit
einer alleinigen, in der Regel platinhaltigen Chemotherapie behandelt. Eine wei-

tere Patientin wurde zuséatzlich zur Chemotherapie bestrahlt.

Ein aktuelles Follow — up lag in 41/45 Féllen vor. Die mediane Nachbeobach-
tungszeit betrug 5,4 Jahre (2 — 232 Monate). Vier Patientinnen erlitten, wie Ta-
belle 3 zeigt, ein Rezidiv nach einem rezidivfreien Intervall von 10 Monaten, 61

Monaten, 72 Monaten sowie 134 Monaten.

28



Tabelle 3: Patientinnen mit einem Rezidiv (Quelle: eigene Darstellung)

. Rezidiv-
Al_ter Datum Alter .b(.a' freies Therapie weitere
ID bei ED - 1.Rezidiv L L
1.Rezidiv Intervall 1.Rezidiv Rezidive
[Jahre] [Jahre]
[Monate]
6 57 01.06.2011 57 10 OP + Chemo 2.Rezidiv.
2012
2.Rezidiv:
2013
23 51 15.06.2012 57 72 OP + Chemo >
3.Rezidiv:
2015
30 24 03.07.2013 29 61 unbekannt unbekannt
53 15 28.06.2016 26 134 oP nein
T Chemo unbekannt

Diese Patientinnen wurden erneut operativ versorgt. In zwei von vier Fallen mit
einem Rezidiv ist bekannt, dass die Betroffenen eine adjuvante Chemotherapie
erhielten. Im weiteren Verlauf kam es in diesen beiden Fallen noch ein zweites
beziehungsweise drittes Mal zu einem Rezidiv. Die eine Patientin ist seit der
Therapie ihres dritten Rezidivs tumorfrei, die andere Patientin verstarb im Alter
von 57 Jahren an ihrem Tumorrezidiv. Im gesamten Kollektiv sind drei weitere

Patientinnen altersbedingt verstorben.

3.2 Beschreibung der SLCT mit einer Dicerl — Mutation

Die Dicerl — Mutationstestungen konnten in 44/45 Féllen erfolgreich durchge-
fuhrt werden, ein Fall konnte weder mit der Sequenzierung nach Sanger noch
durch die Next Generation Sequenzierung (MiSeq) analysiert werden. Eine Mu-
tation wurde als gegeben festgehalten, wenn sie sowohl in der Sequenzierung
nach Sanger und in der MiSeq oder in beiden Bibliotheken der MiSeq nachge-
wiesen wurde. Bei der Sequenzierung nach Sanger wurden 16 Falle Hotspot —
Mutationen detektiert, welche in der MiSeq bestétigt wurden. Durch die Next

Generation Sequenzierung konnten Mutationen in beiden Bibliotheken in zwei
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weiteren Fallen festgestellt werden, sodass insgesamt folgende, in der Tabelle
4 vorgestellte 18 Mutationen vorlagen:

Tabelle 4: Félle mit einer Hotspotmutation im Dicerl — Gen (Daten veroffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

ID [ﬁ:‘er;] Grading Sequergzailﬁrguer;g nach Next Generation Sequenzierung
15 G3 p.D1810V p.D1810V
57 G2 p.D1709N p.D1709N

7 23 G2 failed p.E1813K

12 43 G2 p.E1813K p.E1813K

17 27 G2 failed p.E1813G (20%)

18 18 G2 p.D1810H p.D1810H

19 16 G2 p.Y1701X; p.E1705K p.Y1701X; p.E1705K

21 48 G2 p.D1709E p.D1709E

27 16 G2 p.D1709N p.D1709N

31 35 G2 p.E1813D p.E1813D; p.D1709N

32 62 G2 p.D1709N p.D1709N

36 17 G2 p.E1813K p.E1813K

44 21 G2 p.E1705K p.E1705K

49 44 G2 p.E1813G p.E1813G

53 15 G2 p.D1709E p.D1709E

54 15 G2 p.D1709V p.D1709V

56 26 G2 p.D1709N p.D1709N

59 61 G2 p.D1709N p.D1709N

Es konnte festgestellt werden, dass das Alter der Patientinnen mit einem Dicerl
— mutierten Tumor im Vergleich zum Gesamtaltersdurchschnitt von 48 Jahren
im Median 24,5 Jahre (15 — 62 Jahre) betrug (p < 0,001). Nur drei (17%) der
Frauen befanden sich in der Postmenopause mit einem Alter von 57, 61 bezie-
hungsweise 62 Jahren. Dagegen handelte es sich, wie man aus der Abbildung
17 erschlieRen kann, sogar in sieben Fallen (39%) um Personen unter 20 Jah-

ren und Uber die Halfte der Patientinnen waren junger als 30 Jahre.
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Abbildung 17: Altersverteilung der Dicerl — mutierten Félle (Daten veréffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

In 17 Fallen wurde der Tumor als SLCT Grad 2 und in einem Fall als gering dif-
ferenzierter Tumor klassifiziert. In der Gruppe der SLCT mit Dicerl — Mutation
traten alle Falle mit histologischen Sonderformen auf: In 8/18 Fallen waren he-
terologe Elemente unter dem Mikroskop zu finden (p < 0,001), in zwei weiteren

Fallen wurden retiforme Strukturen erfasst (p = 0,162).

Abbildung 18 stellt die Erkenntnisse Uber die praoperativ erfolgten Labortests
grafisch dar. In 13/18 Fallen war es mdglich, Informationen Uber diese Laborun-
tersuchungen zu erhalten. Bei 9/13 Patientinnen zeigten sich vor der Operation
Auffalligkeiten im Blutbild, bei allen in Form von einer Androgenerhdhung (p =
0,008). Diese waren meist nur leicht bis mittelgradig erhéht, erreichten aber in
einzelnen Fallen auch Spitzenwerte von bis zu 1773mmol/l. In drei Fallen sah
man zuséatzlich eine Erh6éhung der Tumormarker wie zum Beispiel ein CA125 —
Wert von 146U/l bei einem Normwert von kleiner 33U/ml oder einer AFP — Er-

hohung auf 392ng/ml bei einem Normwert von weniger als 7ng/ml.
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Abbildung 18: Laborauffilligkeiten bei Vorliegen der Dicerl — Mutation
(Daten veréffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

15 der 18 Patientinnen stellten sich mit den in Abbildung 19 gezeigten Sympto-
men vor. Drei (20%) dieser Frauen klagten tber abnormale Blutungen, von die-
sen hatte eine zusatzlich abdominelle Beschwerden in Form von Bauchschmer-
zen und Zunahme des abdominellen Umfanges. Des Weiteren wurden in zehn
Fallen (66,7%) Symptome androgener Art festgestellt (p = 0,163), davon han-
delte es in der Halfte der Félle um einen Hirsutismus (5/10) und/oder eine
Amenorrhoe (6/10). Eine Patientin klagte zuséatzlich Gber abdominelle Schmer-
zen. In zwei (13,3%) weiteren Fallen lagen rein abdominelle Beschwerden in

Form von Bauchschmerzen vor.
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Abbildung 19: Verteilung der Leitsymptome bei Vorliegen einer Dicerl — Mutation
(Daten veréffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])
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In der Gruppe der SLCT mit einer Dicerl — Mutation wurde in zwei Féallen ein
Rezidiv diagnostiziert. Eine Patientin erlitt nach 134 Monaten ein Rezidiv, wel-
ches operativ versorgt wurde. Bei der zweiten Patientin war das rezidivireie In-
tervall mit nur zehn Monaten weitaus klrzer. Sie wurde operativ und adjuvant
mit einer Chemotherapie versorgt. Ein Jahr spater kam es zum Auftreten eines

zweiten Rezidivs, an welchem sie verstarb.

3.3 Beschreibung der SLCT mit der FoxI2 — C134W — Mutation
Der TagMan allelic discrimination assay konnte in allen 45 Féllen erfolgreich
durchgeflihrt werden. In der Tabelle 5 sind die zehn von 45 Fallen mit einer He-

terozygotie fur die Foxl2 — C134W — Mutation aufgelistet.

Tabelle 5: Fille mit einer Foxl2 — Mutation (Daten veroffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

ID [ﬁﬁg] Grading Foxl|2 — Mutationsstatus
> 80 G2 heterozygot
76 G2 heterozygot
15 82 G2 heterozygot
23 51 G2 heterozygot
o5 62 G3 heterozygot
o8 78 G2 heterozygot
35 90 G2 heterozygot
38 88 G2 heterozygot
51 79 G3 heterozygot
52 53 G3 heterozygot

Im Median waren die Patientinnen 78,5 Jahre alt (51 — 90 Jahre)(p < 0,001). Da
alle Patientinnen, wie in Abbildung 20 deutlich wird, Gber 50 Jahre alt waren,

befanden sie sich alle nach unserer Definition in der Postmenopause.
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Abbildung 20: Altersverteilung der Foxl2 — mutierten Falle (Daten veroéffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

In sieben Fallen war der Tumor von intermediéarer Differenzierung, in drei Fallen
handelte es sich um einen SLCT Grad 3. Keiner der SLCT mit einer FoxI2 —
Mutation zeigte histologisch retiforme (p = 1,00) oder heterologe Elemente (p =
0,168).

In 5/10 Fallen standen Informationen Uber die praoperativ durchgefihrten Blut-
untersuchungen zur Verfigung. In einem Fall wurde mit 125U/ml ein erhdhter
Wert des Tumormarkers CA125 festgestellt. Bei keiner der Patientinnen wurden

erhdhte Androgenwerte im Blut nachgewiesen (p = 0,006).

Informationen Uber die Symptome konnten in 8/10 Fallen gewonnen werden.
Funf dieser Patientinnen klagten dabei Gber Symptome zum Zeitpunkt der Di-
agnosestellung. Bei vier Patientinnen lagen abnormale Blutungen vor (p =
0,059), die funfte Patientin zeigte eine Zunahme des Abdomenumfangs. In der
Abbildung 21 wird deutlich, dass in keinem Fall androgene Symptome be-

schrieben wurden (p = 0,005).
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Abbildung 21: Verteilung der Leitsymptome bei Fox|2 — Mutation
(Daten veroffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

Im weiteren Verlauf trat 2012 bei einer Patientin sechs Jahre nach der Diagno-
se das erste Rezidiv auf, zwei weitere folgten 2013 und 2015. Diese wurden
jeweils operativ und chemotherapeutisch behandelt. Seitdem ist die Patientin
tumorfrei. Im Gesamten ist keine der Patientinnen mit FoxI2 — Mutation an dem

Tumor verstorben.

3.4 Beschreibung der SLCT ohne Dicerl — und FoxI2 — Mutation
Als Letztes erfolgt nun eine Beschreibung der Gruppe an Tumoren, die wie aus
Tabelle 6 ersichtlich weder eine FoxI2 — noch eine Dicerl — Mutation (n=16/44)

aufweisen.

Diese Patientinnen waren im Median 48,9 Jahre alt (17 — 74 Jahre). 9 von 16
Frauen befanden sich, wie in Abbildung 22 gezeigt, zum Zeitpunkt der Diagno-
se bereits in der Postmenopause, im Gegensatz dazu waren nur zwei Patien-

tinnen unter 30 Jahre alt.
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Tabelle 6: Félle ohne FoxI2 — und Dicerl — Mutation (Daten veréffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])
_

ID Alter Grading Foxl2 — Mutationsstatus | Dicer — Mutationsstatus
74 G2 wit wt
69 Gl wt
69 G2 wt wt
20 17 G2 wit wt
24 34 G2 wit wt
30 24 G2 wt wt
33 50 G2 wt wt
39 66 G2 wt wt
41 32 G2 wt wt
45 52 Gl wt wt
46 73 G3 wt wt
47 32 G2 wt wt
48 60 G3 wt wt
55 35 Gl wt wt
57 51 G2 wt wt

Haufigkeiten

[T L R VR R N

Abbildung 22: Altersverteilung der Wildtyp — Gruppe (Daten veréffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

Neben zehn G2 und zwei G3 Tumoren befanden sich in dieser Gruppe auch 4/5

gut differenzierte Tumoren (p = 0,013). Uber den fiinften gut differenzierten

SLCT kann nur gesagt werden, dass dieser keine Foxl2 — Mutation aufweist, da

die Dicerl — Mutationsanalyse wie oben erwéhnt leider nicht moglich war. Kei-
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ner der 16 WT/WT — SLCT zeigte retiforme (p = 0,526) oder heterologe Merk-
male (p = 0,036).

In zwolf Fallen waren die Ergebnisse der praoperativ durchgefthrten Laborun-
tersuchungen bekannt. Davon waren in funf Fallen Auffalligkeiten feststellbar.
Viermal zeigten sich eine Androgenerh6hung und zweimal eine Erhéhung der
Tumormarker. Wie in Abbildung 23 verdeutlicht, trat dabei ein Fall auf, bei dem

sowohl die Androgenwerte als auch die Tumormarker erhéht waren.

Auffalligkeiten in Labortests

m nur erhohte Androgene

m erhohte Androgene und
Tumormarker
nur erhohte Tumormarker
n=1

Abbildung 23: Auffilligkeiten in den Labortests bei Wildtyp — SLCT
(Daten veréffentlicht in: Karneazis et al. 2019 [48])

Bei Angaben Uber die Symptome in 13/16 Fallen liel3 sich feststellen, dass es
zum Auftreten von Symptomen in acht Fallen kam. In 7/8 traten androgene
Symptome auf (p = 0,568), dazu kamen bei zwei dieser Patientinnen abnormale
Blutungen und bei einer weiteren abdominelle Beschwerden. Eine Patientin hat-
te rein abdominelle Beschwerden. In der Abbildung 24 ist zum Verstandnis nur

die Haufigkeit des vorherrschenden Leitsymptoms dargestellt.
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Abbildung 24: Verteilung der Leitsymptome bei Patientinnen mit einem Wildtyp — SLCT
(Daten veréffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

Ein Rezidiv trat bei einer Patientin nach einem Zeitraum von 61 Monaten auf.
Uber den weiteren Verlauf konnten keine weiteren Informationen in Erfahrung

gebracht werden.

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammengefasst lassen sich die Ergebnisse wie folgt darstellen: Nach Unter-
teilung des Kollektivs anhand des Mutationsstatus teilen sich die 45 Falle in 18
SLCT mit einer Dicerl — Hotspotmutation, zehn SLCT mit einer FoxI2 — Mutati-
on und 16 SLCT ohne einer der beiden Mutationen auf. Es gibt keinen Fall, bei

dem beide Mutationen in einem Tumor gleichzeitig auftraten.

Im Schnitt waren die Patientinnen 48 Jahre alt. Je nach Mutationsstatus unter-
scheidet sich allerdings wie in Abbildung 25 ersichtlich der mittlere Altersdurch-
schnitt ebenso wie die Altersverteilung. Patientinnen mit einer Dicerl — Hotspot
— Mutation waren im Durchschnitt Mitte zwanzig, wahrend sich die Patientinnen

mit einem Foxl2 — mutierten SLCT alle in der Postmenopause befanden. Lag
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keine der beiden Mutationen vor, so zeigte sich im Median ein Alter von 48,9

Jahren.
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Abbildung 25: Altersverteilung in Abhdngigkeit vom Mutationsstatus
(Daten veréffentlicht in: Karneazis et al. 2019 [48])

Wirft man einen Blick auf die histologischen Merkmale der SLCT, so zeigten
sich im Gesamtkollektiv in der Mehrheit Tumoren intermediarer Differenzierung.
Insgesamt war nur in finf Féllen ein SLCT Grad 1 klassifiziert worden. Von die-
sen funf Tumoren konnten vier sowohl fir die FoxI2 — als auch Dicerl — Mutati-
onen erfolgreich getestet werden. Abbildung 26 zeigt, dass bei keinem gut diffe-
renzierten SLCT eine der beiden Mutationen vorlag (p = 0,013). Histologische
Zusatzmerkmale fanden sich in zehn SLCT wieder. Diese gehdorten alle zu der
Gruppe der SLCT mit einer Dicerl — Mutation (p < 0,001).

39



[l

G2
| (]
15
= 10
[-T]
=
3
5

: m III

Gl G2 G323 Gl G2 G3 Gl1 G2 G3

Dicer mut/Fox|2 wt El=ar muisFEls wit/ et
heterozygot

Abbildung 26: Differenzierungsgrade in Abhangigkeit vom Mutationsstatus
(Daten veroffentlicht in: Karnezis et al. 2019 [48])

Bei 50% der Patientinnen wurden praoperativ spezifische Veranderungen im
Blut festgestellt. In den meisten Fallen handelte es sich hierbei um eine Erh6-
hung der Androgene. Wie in Abbildung 27 gezeigt, fand sich in der Gruppe der
Dicerl — mutierten Félle bei 69% der Patientinnen auffallige Laborparameter. In
allen Fallen handelte es sich um erhéhte Androgenwerte. Auch bei den Wildtyp
— Fallen war der Androgenwert bei vier von funf Patientinnen erhdht. Bei der
Gruppe der Foxl2 — mutierten Tumoren fanden sich dagegen nur bei einer Pati-

entin eine Auffalligkeit im Sinne von erhéhten Tumormarkern.
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Abbildung 27: Laborauffilligkeiten in Abh&dngigkeit vom Mutationsstatus (Quelle: eigene Darstellung)

Nicht nur laborchemisch sondern auch klinisch manifestierte sich die Tumorer-
krankung, so waren knapp drei Viertel der Patientinnen zum Zeitpunkt der Di-
agnosestellung symptomatisch. Die Symptome reichten von abdominellen Be-
schwerden (27,5%) tUber abnormale Blutungen (22,5%) bis hin zu einem Kklini-
schen Hyperandrogenismus (45%). Deren Verteilung ist in Abbildung 28 gra-
fisch dargestellt. Patientinnen mit einem Dicerl — mutierten SLCT prasentierten
in zwei Drittel der Falle androgene Symptome. Bei Vorliegen einer FoxI2 — Mu-
tation fielen die Patientinnen in 80% durch abnormale Blutungen auf. Handelte
es sich um einen Wildtyp — SLCT, waren 50% der Frauen klinisch auffallig,

auch hier vor allem durch einen Hyperandrogenismus.
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Abbildung 28: Klinik in Abhdngigkeit vom Mutationsstatus (Quelle: eigene Darstellung)
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4. Diskussion

4.1 Allgemeine Analyse des Kollektivs

In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei den SLCT um seltene, oftmals
schwer zu diagnostizierende Vertreter der Ovarialtumoren handelt, war es das
Ziel dieser Arbeit, vor dem Hintergrund aktueller Forschungsergebnisse einen
Beitrag zur molekularen Charakterisierung dieser sowohl aus histologischer als

auch Klinischer Sicht vielfaltigen Tumorentitat zu leisten.

Zu Beginn dieser Arbeit wurde zunachst eine spezialisierte histopathologische
Zweitbegutachtung durchgefuhrt, da bereits in vorherigen Arbeiten gezeigt wer-
den konnte, dass gerade bei Ovarialtumoren gehauft Fehldiagnosen auftreten
kénnen und diese durch das Einholen einer spezialisierten Zweitbegutachtung
reduziert werden kénnen [49, 50]. So lag bei einer von uns durchgefiihrten Stu-
die bei zwei von vier SLCT eine Diskrepanz zwischen Originaldiagnose und
Zweitbegutachtung vor [49]. Die Diagnosestellung ist oft schwierig. Zum einen
stellen diese Tumoren durchaus eine Raritat dar, sodass fur eine sichere histo-
pathologische Diagnosestellung oft die Erfahrung fehlt und ein spezialisierter
Konsilpathologe zu Rate gezogen wird. Au3erdem kénnen vor allem SLCT mit
retiformen Strukturen stark den serésen Borderline — Tumoren &hneln. Auch bei
dieser Arbeit zeigte sich, dass in funf Fallen die Diagnose der zweitbegutach-
tenden Pathologen von der Ursprungsdiagnose abwich. In acht weiteren Fallen
war keine klare Diagnose mdglich, sodass diese nicht sicher bestatigten SLCT
ebenfalls von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurden. Es wur-
den also nur SLCT in diese Arbeit aufgenommen, die eindeutig histologisch als
solche diagnostiziert werden konnten, um eine moglichst hohe Aussagekraft zu

erlangen.

Vergleicht man dieses Kollektiv ganz allgemein mit denen der bislang verfiigba-
ren Literatur, so fallt bereits zu Beginn die Tatsache auf, dass in bisherigen
Studien das Kollektiv im Durchschnitt deutlich junger war als in dieser Arbeit.
Bei den Autoren um Young et al., welche die bislang weltweit gréf3te Kohorte
von 207 SLCT publiziert haben, sind die Patientinnen im Schnitt 25 Jahre (2 —
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75 Jahre) alt [12]. Auch Gui et al. kamen mit einem Durchschnittsalter von 28
Jahren (9 — 62 Jahre) zu einem &hnlichen Ergebnis, welches sich deutlich von
dem hier errechneten Median von 48 Jahren (15 — 90 Jahre) unterscheidet [9].
Ebenso liegt in dieser Arbeit der Anteil postmenopausaler Patientinnen mit
knapp 47% deutlich tber dem von bisherigen Studien (Young 10%; Gui 27,5%).
Es fiel auf, dass in 16 von insgesamt 21 Fallen postmenopausaler Patientinnen
diese vom MVZ Mannheim zur Verfigung gestellt wurden. Dieser hohe Anteil
an alteren Patientinnen lasst sich am ehesten mit der konsiliarischen Funktion
des MVZ erklaren, da dort mit Prof. Dr. med., Kommoss und Prof. Dr. med.
Schmidt zwei spezialisierte Gynakopathologen arbeiteten. Da SLCT in der Lite-
ratur eher bei jingeren Patientinnen beschrieben sind, kdnnte man sich vorstel-
len, dass bei alteren Betroffenen mit dieser Verdachtsdiagnose eher ein Konsil

hinzugezogen wurde.

Histologisch scheint im Gegensatz zu Gui et. al. der Anteil intermediar differen-
zierter SLCT in dieser Arbeit hoher zu liegen (75,6% vs.35%) [9]. Wird aller-
dings die von Young et al. genutzte Einteilung in gut, intermedidr und gering
differenzierte SLCT sowie SLCT mit heterologen Elementen angewendet [12],
so lassen sich Parallelen hinsichtlich aller Prozentwerte feststellen: Die SLCT
Grad 1 machen sowohl hier als auch bei Young 11,1% aus. Die SLCT Grad 2
stellen etwas mehr als die Halfte aller SLCT dar (hier 57,8%; Young 54%), wah-
rend die gering differenzierten SLCT in beiden Studien in 13% der Falle auftra-
ten. SLCT mit heterologen Elementen fanden sich hier in 17,7% der Falle und

lagen damit nur knapp unter den 22%, die Young et al. 1985 festhielten.

Knapp die Halfte der Patientinnen zeigte vor der Operation Auffalligkeiten in
den durchgefuhrten Laboruntersuchungen, davon im Groliteil der Falle eine
Erhdhung der Androgene wie zum Beispiel Testosteron oder Androstendion.
Diese Ergebnisse entsprechen bereits publizierten Zahlen, so konnten Gui et al.
bei 19 von 20 préoperativ getesteten Patientinnen ein erhthten Testosteron-

spiegel im Blut nachweisen [9].

Klinisch kann es wie zu Beginn erlautert zu androgenen Symptomen bei den

Patientinnen kommen. In der aktuellen Literatur schwankt die Haufigkeit dieser

44



Symptomgruppe zwischen 33 [12] bis 63% [9]. Auch in dieser Arbeit fielen circa
40% der Frauen mit einem klinischen Hyperandrogenismus auf. Allerdings zeig-
te sich im Vergleich zu anderen Studien [9] ein etwas gréRerer Prozentsatz an
Patientinnen mit abnormalen, meist postmenopausalen Blutungen (22,5% vs.
15%). Dies kdnnte mit dem hier vorliegenden hoheren Anteil an postmenopau-
salen Frauen, bei denen eine vaginale Blutung oftmals als erstes Warnsymptom

auf einen gynékologischen Tumor hindeutet, zusammenhangen.

Laut aktueller Leitlinie [13] ist im Falle eines benignen SLCT (G1) eine Entfer-
nung des Tumors im Sinne einer einseitigen Salpingo — Oophorektomie ausrei-
chend. Alle Patientinnen mit einem G1 — Tumor wurden auf diese Weise thera-
piert, nur bei einer postmenopausalen Patientin wurde zusétzlich eine Hysterek-
tomie durchgefihrt. Tumoren geringer Differenzierung weisen durchaus ein ma-
lignes Potenzial auf [12], so zeigte bei Young et al. 11% der G2 — SLCT und
59% der G3 — SLCT ein malignes Verhalten. Dies spiegelt sich in der Empfeh-
lung der Leitlinie wieder, dass in einem solchen Fall analog der operativen The-
rapie des Ovarialkarzinoms vorgegangen werden soll [13]. Zudem sollte gerade
bei jungen Patientinnen ein fertilitatserhaltendes Vorgehen besprochen werden.
Lag bei den Patientinnen ein SLCT Grad 2 oder 3 vor, so wurde in 15 Féallen
eine unilaterale und in 20 Fallen eine bilaterale Salpingo — Oophorektomie
durchgefihrt. Die Patientinnen mit einem G2 — oder G3 — Tumor, die eine USO
erhielten, waren bis auf eine alle pramenopausal. Bei dieser einzigen Ausnah-
me jener Subgruppe handelt es sich um die mit 90 Jahren alteste Patientin des
Kollektivs. Warum sie eine USO und keine BSO erhielt, ist nicht bekannt. In der
besagten Gruppe erhielt ebenfalls nur die 90 — jahrige Patientin eine Hysterek-

tomie.

Demzufolge wurden alle pramenopausalen Patientinnen mit einem malfig oder
gering differenzierten Tumor fertilitdtserhaltend operiert. Im Gegensatz dazu
erhielten die alteren Patientinnen meist eine operative Therapie gréf3eren Aus-
maldes. In der Patientengruppe, die mit einer BSO operativ versorgt wurde, wa-
ren alle Frauen bis auf drei (27, 44 und 48 Jahre) Uber 50 Jahre alt.
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4.2 Bedeutung der Dicerl — Mutationsanalysen

Aus den oben beschriebenen Ergebnissen lasst sich bereits eine Haufung be-
stimmter Merkmale in Bezug auf den Dicerl — Mutationsstatus erkennen. Der
Nachweis einer Dicerl — Mutation korreliert mit einer intermediaren oder gerin-
gen Differenzierung und mit dem Auftreten von heterologen oder retiformen
Strukturen. Es handelt sich um junge Patientinnen, welche meist einen labor-

chemischen und/oder klinischen Hyperandrogenismus aufweisen.

Schon vor einigen Jahren wurde beschrieben, dass somatische Hotspotmutati-
onen im Dicerl — Gen gehauft bei SLCT auftreten [27]. Die Haufigkeit schwankt
zwischen den verschiedenen Studien allerdings sehr stark, von 32% [51] bis
97% [52]. In dieser Arbeit liegt der Anteil der Dicerl — mutierten SLCT mit 41%
eher im unteren Bereich. Das kénnte mitunter an einem gréReren Anteil an gut
differenzierten SLCT in dieser Arbeit im Vergleich zu anderen liegen, da in die-
ser histologischen Gruppe bisher nie Dicerl — Mutationen auftraten. Allerdings
liegt auch in anderen Kollektiven der Prozentsatz von G1 — Tumoren zwischen
7% [52] und 12% [53]. Eine weitere mogliche Ursache wéren Fehler in der Me-
thodik. Aufgrund von Fehldiagnosen konnte die Rate an Dicerl — Mutationen
falschlicherweise mit zu niedrigen Werten angegeben werden. Es wurde ver-
sucht, diesen Fehler mit Hilfe der durchgefiihrten spezialisierten Zweitbegutach-
tung durch drei international anerkannte Gynakopathologen bereits zu Beginn
der Studie zu minimieren, indem Falle mit diskrepanter Zweitbegutachtung aus-
geschlossen wurden. Die Methoden zur Mutationstestungen, Sequenzierung
nach Sanger und Next generation sequencing, wurden auch in bereits publizier-
ten Studien verwendet [52, 53] und erscheinen somit hinreichend validiert. Zu-
dem gab es eine hohe Konkordanz zwischen den beiden verwendeten Metho-
den. Nur zwei Falle wurden nicht in der Sequenzierung nach Sanger detektiert,
aber dafur in beiden Bibliotheken der Next generation Sequenzierung gefunden.
Eine dritte mogliche Erklarung, die auch als am wahrscheinlichsten zu betrach-
ten ist, ist die Tatsache, dass dieses Kollektiv im Schnitt alter ist als in anderen
Studien. Da die Dicerl — Mutation gehauft bei jingeren Patientinnen auftritt und
genau diese Subgruppe einen geringeren Anteil am Gesamtkollektiv ausmacht,

konnte dadurch der prozentuale Anteil der Dicerl — mutierten SLCT geringer
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ausfallen. Bereits in anderen Studien wurde festgestellt, dass Patientinnen mit
Dicerl — mutierten SLCT im Vergleich zu Patientinnen mit Dicerl — Wildtyp —
Tumoren im Schnitt deutlich jinger waren [51, 54]. Diese Aussage lasst sich
durch die Ergebnisse dieser Arbeit weiter bekraftigen. In der Gruppe mit einer
Dicerl — Mutation lag der Altersmedian bei 24,5 Jahren, wahrend Patientinnen
mit einem Dicerl — Wildtyp — SLCT im Schnitt 61 Jahre (p < 0,001) alt waren.
Ein moglicher Erklarungsansatz ist eventuell die Tatsache, dass bei 69% der
Patientinnen mit einer somatischen Mutation auch eine Keimbahnmutation
nachweisbar ist [53], welche ein friheres Auftreten von Erkrankungen bedingen
kann. Inwieweit sich dies tatsachlich auf den Erkrankungsbeginn auswirkt, sollte

allerdings noch weiter erforscht werden.

Histologisch zeigte sich genau wie in vorherigen Arbeiten [51-53], dass es sich
bei Dicerl — mutierten SLCT nie um gut differenzierte Tumore handelt. Zudem
konnte festgestellt werden, dass sich in dieser Gruppe alle Falle mit heterolo-
gen und retiformen Elementen wiederfanden. Diese Assoziation zwischen
Dicerl — Mutationsstatus und Auftreten histologischer Sonderformen wurde
auch bei Kato et al. bereits beschrieben [54]. Ob diese wirklich so eindeutig ist,
sollte aber noch in weiteren Kollektiven untersucht werden. Bislang scheint es
nur einen Fall bei Goulvent et al. zu geben, bei dem heterologe und retiforme
Komponenten bei einem Dicerl — Wildtyp — SLCT beschrieben wurden [51].

Bei Korrelation der klinischen Prasentation der Patientinnen bei Erstdiagnose
mit dem Mutationsstatus zeigte sich, dass bei Vorliegen einer Dicerl — Hot-
spotmutation knapp zwei Drittel der Frauen Uber Beschwerden androgener Art
klagten. Erst im September 2016 postulierten Kato et al., einen klinisch mani-
festen Zusammenhang zwischen dem Nachweis einer Dicerl — Mutation und
dem Auftreten androgener Symptome [54]. Auf molekularer Ebene ist schon
langer bekannt, dass Mutationen im Dicerl — Gen mit einem verdnderten Gen-
expressionsprofil einhergehen. So wird bei Dicerl — mutierten SLCT vermehrt
der Transkriptionsfaktor Sox9 exprimiert, der beim Mann fur die Entwicklung
des mannlichen Phanotyps eine entscheidende Rolle spielt, wahrend gleichzei-

tig die Expression der Ostrogen — produzierenden Aromatase CYP19A1 ver-
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mindert ist [29]. Dadurch wird die Ausbildung eines mannlichen Phéanotyps ge-
fordert.

4.3 Bedeutung der Foxl2 — Mutationsanalyse

Ein weiteres, auf den ersten Blick widerspriichliches Ergebnis dieser Arbeit ist
ein relativ groRer Anteil an Foxl2 — mutierten SLCT von zehn Fallen, da FoxI2
als spezifisch fur die adulten Granulosazelltumoren gilt und nur in wenigen Stu-
dien wie zum Beispiel von Al Agha et al. oder von Goulvent einige wenige Falle
von SLCT mit einer Foxl2 — C134W — Mutation beschrieben wurden [31, 51]. In
den eben genannten Studien wurden diese seltenen Falle von FoxI2 — mutier-
ten SLCT weder genauer histopathologisch charakterisiert noch wurden Klini-
sche Daten in deren Analyse miteinbezogen, sodass bislang keine konkreten
Informationen zu dieser Subgruppe vorliegen. In Fachkreisen wird zum Teil da-
von ausgegangen, dass es sich bei FoxI2 — positiven SLCT um fehldiagnosti-
zierte aGCT handelt [55]. Diese Meinung lasst sich mit dieser Arbeit nicht be-
kraftigen. Erstens wurde alle Falle auch in der Zweitbegutachtung als reine
SLCT eingestuft, da in allen Fallen eine SLCT — typische Morphologie vorlag.
Von einer guten Qualitat der Zweitbegutachtung ist auszugehen, da die beiden
international anerkannten Gynakopathologen eine hohe Konkordanzrate in be-
reits publizierten Studien aufweisen kdénnen [56]. Zudem wurde die Mutations-
analyse fur alle positiv getesteten Falle erneut durchgefuhrt, um eine madgliche
Kontamination auszuschlie3en. Bezieht man bisherige Studien mit FoxI2 — mu-
tierten SLCT in diese Uberlegungen mit ein, so kann man feststellen, dass in
den oben bereits erwahnten Publikationen ebenfalls renommierte Gynakopatho-
logen die Zweitbegutachtungen durchgefuhrt haben, so wie zum Beispiel in der
Studie von Al Agha et al der international anerkannte Robert E. Scully, der als
LAltmeister der Gynakopathologen® [57] gilt und unter anderem die histologische
Beschreibung der SLCT mitgepragt hat. Bemerkenswert bei den FoxI2 — mutier-
ten SLCT dieser Arbeit ist die Tatsache, dass sich alle Patientinnen in der
Postmenopause befanden. Klinisch fielen diese meist durch postmenopausal

auftretende Blutungen auf wie man sie auch von anderen Ovarialtumoren wie
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beispielsweise dem adulten Granulosazelltumor kennt. Diese Klinik kdnnte
durch die verstarkte Induktion der Aromatase CYP19A1 erklart werden, welche
bei adulten Granulosazelltumoren mit C134W — Mutation beschrieben wurde
[42]. Der daraus resultierende Uberschuss an Ostrogen fiihrt daraufhin zur der

postmenopausalen Blutung.

4.4 Bedeutung dieser Arbeit fur die Klassifikation der SLCT
Zusammenfassend erlauben die Ergebnisse dieser Arbeit die Unterteilung des
Studienkollektives in drei molekulare Subgruppen anhand des Dicerl — und
Foxl2 — Mutationsstatus, welche eine Korrelation mit dem histologischen Bild
und der klinischen Prasentation der Patientinnen aufweisen. Diese Ergebnisse
konnten somit einen Beitrag zu einer zukunftigen, molekular basierten Klassifi-
kation dieser seltenen Tumorentitat leisten. Die erste Untergruppe besteht aus
SLCT mit einer Dicerl — Hotspotmutation und einem FoxI2 — Wildtyp — Allel. Es
handelt sich um intermediar oder gering differenzierte Tumore, die eventuell
auch heterologe Elemente oder retiforme Strukturen aufweisen. Die Patientin-
nen sind eher junger und zeigen meist einen Hyperandrogenismus in den Blut-
untersuchungen und/oder durch einen Hyperandrogenismus bedingte Sympto-
me. SLCT der zweiten Subgruppe weisen keine Dicerl — Mutation, aber dafur
eine FoxI2 — Mutation auf. Auch hier sind es Tumoren von Grad 2 oder 3, die
aber in keinem Fall heterologe oder retiforme Elemente zeigten. Die betroffenen
Frauen waren alle Gber 50 Jahre alt und postmenopausal. Sie fielen vermehrt
durch abnormale Blutungen auf. Die letzte Gruppe der SLCT tragt keine der
beiden hier untersuchten Mutationen. Neben intermediar und gering differen-
zierten Tumoren finden sich in dieser Gruppe auch alle gut differenzierten SLCT
wieder, bei denen eine Mutationstestung fur beide Gene erfolgreich durchge-
fuhrt werden konnte. Auch hier wurden keine histologischen Zusatzmerkmale
gefunden. Die Patientinnen sind eher mittleren Alters und haben im Grof3teil der
Falle auch Symptome androgener Art.

Aktuell ist diese Unterteilung eher von diagnostischer Bedeutung. Liegt ein

SLCT Grad 1 vor, ist eine Dicerl — und FoxI2 — Mutationstestung nicht erforder-
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lich, da diese gemald den oben erlauterten Ergebnissen negativ ausfallen soll-
ten. Wenn sich dagegen heterologe oder retiforme Elemente unter dem Mikro-
skop nachweisen lassen, so kann von einer Dicerl — Mutation ausgegangen

werden.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist noch keine Aussage Uber die prognostische Rele-
vanz dieser Subgruppe moglich, da die geringe Fallzahl von 45 SLCT dies nicht
zulasst. Rezidive traten in allen Subgruppen auf, wobei der ungtinstigste Ver-
lauf bei einem Dicerl — mutierten SLCT G2 mit retiformen Elementen auftrat.
Neben einem sehr kurzen rezidivfreien Intervall von zehn Monaten kam es in-
nerhalb von zwei Jahren zweimal zu einem Ruckfall trotz radikaler Therapie und
schlussendlich verstarb die Patientin an ihrem Tumor. Dieser Verlauf deutet
eventuell auf eine ungunstigere Prognose bei Dicerl — Mutationen hin. Zudem
wurde diese These auch in vorherigen Studien aufgestellt [51]. Es bedarf aber
noch weiterer Studien mit grol3eren Kohorten, um diese zu verifizieren. Ande-
rerseits fand sich das langste rezidivfreie Intervall auch bei einem Dicerl — mu-
tierten Fall, der allerdings keine histologischen Zusatzmerkmale aufwies. Das
konnte ein Anhalt daftir sein, dass auch noch sehr spat Rezidive mdglich sind
und auch noch Jahre nach einem SLCT dies als Differentialdiagnose bei einer

unklaren Raumforderung in Betracht gezogen werden sollte.
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5. Zusammenfassung

Bei den Sertoli — Leydigzelltumoren (SLCT) handelt es sich um eine sehr selte-
ne Tumorentitdt des Ovars, die aus Sertoli — und Leydigzellen bestehen und vor
allem junge Frauen betreffen. Trotz einer guten Prognose stellt dieser bislang
noch wenig verstandene Subtyp der Ovarialtumoren sowohl klinisch als auch
diagnostisch eine Herausforderung dar. Die Patientinnen leiden h&aufig unter
den durch die ektope Hormonsekretion auftretenden Virilisierungserscheinun-
gen und die histologische Diagnosestellung gestaltet sich aufgrund mangelnder
Erfahrung und fehlender tumorspezifischer Marker oft schwierig. Seit kurzem ist
bekannt, dass SLCT in bis zu 97% spezifische Hotspotmutationen im Dicerl —
Gen aufweisen konnen, welche tber Veranderungen im miRNA — Profil der Zel-
le zu einer veranderten onkogenen Genexpression fuhren. Dagegen gilt die
Foxl2 — C134W — Mutation als spezifischer Marker fir adulte Granulosazelltu-
moren, die als weiterer Vertreter der Keimstrang — Stromatumoren eine wichtige
Differentialdiagnose der SLCT darstellen. Ziel der Arbeit war es, die Erkenntnis-
se der aktuellen Forschung in einem grof3en Tumorkollektiv zu tberprufen und
maoglicherweise zu einer zukinftigen, gegebenenfalls molekularen Klassifikation

dieser Entitat beizutragen.

Hierzu wurde ein Kollektiv mit SLCT — Fallen aus drei verschiedenen Zentren
erstellt und einer spezialisierten histopathologischen Zweitbegutachtung zuge-
fuhrt. AnschlieRend wurden bei allen bestatigten SLCT molekulare Mutations-
analysen hinsichtlich des Dicerl — (Next Generation Sequencing) und FoxI2 —
Mutationstatus (TagMan allelic discrimination assay) durchgeftihrt sowie die

klinischen Daten inklusive eines Follow — up erhoben.

Bei der Auswertung der Mutationsanalysen zeigte sich, dass bei keinem der 45
bestétigten SLCT beide Mutationen gleichzeitig nachweisbar waren, sodass auf
molekularer Ebene die Bildung drei verschiedener SLCT — Subgruppen moglich
war. Um die Frage zu beantworten, ob diese Unterteilung in Foxl2 — mutierte,
Dicerl — mutierte und Wildtyp — SLCT auch mit histologischen und klinischen

Charakteristika korreliert, wurden Ergebnisse der Mutationsanalysen mit den
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klinischen Parameter abgeglichen. Dabei zeigten sich zum Teil ausgepragte
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. Die 18 SLCT mit einer Dicerl —
Mutation waren intermediar oder gering differenziert und wiesen als einzige
Gruppe in zehn Féllen prognostisch ungtinstige Zusatzmerkmale wie heterologe
oder retiforme Strukturen auf. Die Patientinnen sind im Vergleich zum Alters-
durchschnitt der gesamten Kohorte (948 Jahre) auffallend jung (®24,5 Jahre)
und haben meist androgene Symptome (66,7%). Die Foxl2 — Mutation, welche
in der Literatur primar den adulten Granulosazelltumoren zugeschrieben wird,
trat bei zehn SLCT auf, allerdings nur bei alteren postmenopausalen Patientin-
nen (®78,5 Jahre). Es handelte sich dabei um mittelgradig bis schlecht diffe-
renzierte Tumoren ohne histologische Zusatzmerkmale. Klinisch prasentierten
sich die Betroffenen vor allem mit abnormalen Blutungen (80%). Die letzte
Gruppe (n =16) wies weder eine Dicerl — noch eine FoxI2 — Mutation auf. Hier
fanden sich neben G2 und G3 auch alle gut differenzierten SLCT wieder und
wie bei der FoxI2 — mutierten Gruppe traten keine heterologen oder retiformen
Elemente auf. Die Patientinnen waren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im
mittleren Alter (®48,9 Jahre) und hatten, sofern klinische Beschwerden bestan-
den, in der Mehrzahl androgene Symptome (88%).

Auf Grundlage der durchgefihrten Untersuchungen und beschriebenen Korrela-
tionen dieser Arbeit scheint die Bildung dreier, bislang noch wenig erforschter,
molekularer Subgruppen mdglich, welche sowohl histologisch und auch klinisch
unterschiedliche Charakteristika aufweisen. Dies deutet auf das Bestehen ver-
schiedener genetischer Pathomechanismen hin, welche in der Ausbildung des
SLCT — Phanotyps munden. Aufgrund der geringen Fallzahl kann in dieser Ar-
beit keine Aussage zu der prognostischen Bedeutung dieser Klassifikation ge-
macht werden, sodass weitere Studien zu diesem Thema durchgefiihrt werden

sollten.
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6. Tabellarischer Anhang

6.1 Verbrauchsmaterialien

Einweg — Biopsiestanzen

Integra Miltex

Eis

Eppendorf Tubes® 3810X Eppendorf
Eppendorf Tubes 5.0ml Eppendorf
Mikropistill

Snaplock Mikroréhrchen 1,5ml Axygen™
Parafilm

PCR — Platte 384 — well

Rainin — BioClean — Pipettenspitzen blau(1000ul), Mettler Toledo
gran (250ul), rot (20ul)

Multiply® — pStrip Pro 8er Kette Starstedt
Trockeneis

Qubit Assay Tubes Invitrogen™

Versiegelungsfolie (,Optical Adhesive Film®)

Wiegepapier

6.2 Chemikalien und Enzyme

Agarose

10X Blue Juice Gel Loading Buffer

ThermoFisher Scientific

(Invitrogen™)

Destilliertes Wasser (RNAse/DNase — frei)

ThermoFisher Scientific

(Invitrogen™)

Ethanol 70%

Ethanol 100%

Gel Star Nucleide Acid Gel Stain

Lonza

10X TBE Buffer

ThermoFisher Scientific

(Invitrogen™)
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Xylene

RNase Zap Ambion
RNase A Solution Quiagen
GD 100bp DNA Ladder Froggabio

ExoSAP — IT PCR Product Cleanup reagent

ThermoFisher Scientific

6.3 Kommerziell erwerbliche Kits

miRNeasy FFPE Tissue Kit (50)

QIAGEN

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (50)

QIAGEN

Qubit dsDNA BR Assay Kit

ThermoFisher Scientific

(Invitrogen™)

Qubit dsDNA HS Assay kit

ThermoFisher Scientific

(Invitrogen™)

Tagman Genotyping Master Mix

ThermoFisher Scientific

(applied biosystems™)

Foxl2 TagMan Assay mix

ThermoFisher Scientific

(applied biosystems™)

PCR Supermix High Fidelity

Invitrogen™

P2 — und TM — Primer fur Dicerl — Analyse

Integrated DNA
Technologies Inc. (IDT)

6.4 Gerate

Mini Vortexer MV1 VWR by IKA®
Galaxy Mini Centrifuge VWR by IKA®
Centrifuge 5415D Eppendorf

Heraeus Pico 17 Centrifuge

Thermo Scientific

Vacufuge™

Eppendorf

Verschluss — Deckel fiir Tubes
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Manuelle Einkanal — /Mehrkanalpipette Lite XLS+
Rainin Pipetten 0,1 — 2pl, 2 — 20ul, 20 — 200ul

Mettler Toledo

Digitial/Analog Heizblock

VWR by IKA®

Isotemp 205 — Wasserbad

Fisher Scientific

Qubit 2.0 Fluorometer

Invitrogen

NanoDrop® Spectrophotometer ND — 1000

NanoDrop Technologies

P.C.R. Kammer

PLAS LABS

QuantStudio™ 6 Flex System

Applied Biosystems™

DNA Engine Tetrad® 2 Peltier Thermal Cycler

Biorad

Horizontale Elektrophorese — System

Biorad

Mikrowelle

Kolben

PCR — Platten — Halter

Optical Adhesive Film Applicator

6.5 Computer — Software

QuantStudio Real — Time PCR Software v1.2

Software DNA Engine Tetrad® 2

Biorad

Alphalmager v3.4.0

Alpha Innotech
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6.6 Fragebogen zur Erhebung klinischer Daten

TUBINGEM

4

Krankheitswerlauf

2. aktusller status

Erkrankung - Erstdiagnose
1. Datum Erstdiagnosa

2. Grifte
3. Gewicht

4. auffallige Laborwerte

UMIVERSITATS

KLINIKUM

1. Patient zuletzt gesehen am

ANTWORTFAX
Fax: 07071 — 2925198

Dicer mutations in owarian Sertoli Leydig Cell Tumaors & Adult Granulosa Call

Tumaors

— Erhebungsbogen klinische Daten —

Studienzentrale Universitatsfravenklinik Tubingen
z.Hd. Herrn PD Dr. med. Stefan Kommoss

Betreff: Patientenname, Vomame, Geburtsdatum

[ ]lebt
[ ] verstorben, Datum
[ ] unbkekannt

cm [ ] unbekannt
kz [ ] unbekannt
[ ] unbekamnnt

[l

falls ja, welche:

[ ] mein
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UMIVERSITATS

KLINIKUM
4

TUBINGEM

OP - Erstdizgnosa
1. Datum OP
2. art f Umfang der OP

Symptome - Erstdiagnose
1. sbnormale Blutung
2. litorishypertrophis

3. Tiefe Stimme

4. Bartwuchs

5. akne

G Andere
Adjuvante Theragie

1. Adjuvante Chemotherapie

2_ adjuvante Radiotherapie

[ 1ja [ ] nein [ ] unbekannt

[ 1j=a [ ] nein [ ] unbekannt

[ 1= [ ] nein [ ] unbekannt

[1ja [ ] nein [ ] unbekannt

[li= [ ] nein [ ] unbekanmt

[lja von bis
Medikament

[ ] nein

[ ] unbekannt

[1ja von bis

[ ] nein

[ ] unbekannt
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UMIVERSITATS

KLINIKUM

TUBINGEM

4

Rezidiv
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